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(57) Abstract 
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Cationic lipids of general formula (I), wherein m is 
an integer from 2 to 6 inclusive; n is an integer from 1 to 
9 inclusive, preferably 1-5, where, when n is 2-9, a single 
R grouping other than hydrogen is present in the general 
formula, and m has variable or identical values within the 
groupings (a) or -(CH2)m-; R is a hydrogen atom or a 
radical of general formula (II), wherein X and X*, which 
are the same or different, are an oxygen atom, a methylene 
grouping -(CH2V where q is 0, I, 2 or 3, or an amino 
grouping -NH- or -NR'-, where R' is a Ci-4 alkyl grouping; 
Y and Y\ which are the same or different, are a methylene 
grouping, a carbonyl grouping or a C-S grouping; R3, R4 
and R5, which are the same or different, are a hydrogen 

atom or an optionally substituted Cm alkyl radical, and p is 0-5; and R6 is a cholesterol derivative or an alkylamino grouping -NR1K2, 
where R| and R2 are, independently of each other, a straight or branched, saturated or unsaturated C12-22 aliphatic radical. Pharmaceutical 
compositions containing said lipids, and their uses for transfecting nucleic acids whether in vitro or in vivo in cells, are also disclosed. 




(57) Abrege* 

La presente invention se rapporte a des lipides cationiques de formule generate (I), dans laquelle m est un nombre entier compris 
entre 2 et 6 inclusivement, n est un nombre entier compris entre 1 et 9 inclusivement et plus preTerentiellement entre 1 et 5 avec, lorsque n 
est compris entre 2 et 9. un seul groupement R, different de rhydrogene, de present dans la formule generate et des valeurs de m variables 
ou identiques au sein des differents groupements (a) ou -(CH2W. R represente un atome d'hydrogene ou un radical de formule generate 
(II), dans laquelle X et X' representent ind6pe«lamment Tun de Tautre un atome d'oxygene, un groupement methylene -(OfaV avec q 
6 gal a 0, 1, 2 ou 3, ou un groupement amino -NH- ou -NR'- avec R* representant un groupement alkyte en Ci a C4, Y et Y* representent 
ind6pendamment Tun de 1' autre un groupement m6thylene, un groupement carbonyle ou un groupement C-S, R3, R4 et R5 representent 
inddpendamment I'un de r autre un atome d'hydrogene ou un radical alkyte. substitu6 u non, en Ci a C4, avec p pouvant varier entre 0 
et 5, R6 represente un denve* du cholesterol ou un groupement alkyte amino -NR1R2 avec Ri et R2 representant irk!6pendarnment Tun de 
l'autre un radical aliphatique, saturt* ou non, lineaire ou ramifie en C12 a C22. Elte conceme e*galement des compositions pharmaceutiques 
les contenant et leurs applications pour la transfection d'acides nucteiques, in vitro ou in vivo dans des cellules. 
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LIPOPOLYAMINES COME AGENTS DE TRANSFECTION ET LEURS APPLICATIONS 

PHARMACEUTIQUES 

5 La presente invention concerne de nouveaux composes apparentes a la famille 

des lipopolyamines, des compositions pharmaceutiques les contenant et leurs 
applications pour la transfection in vivo et/ou in vitro d'acides nuclftques. 

De nombreuses maladies genetiques sont associees a un defaut d'expression 
10 et/ou une expression anormale, c'est a dire deficiente ou excessive, rfun ou plusieurs 
acides nucleiques. La therapie genique a pour principal objectif de corriger ce type 
d'anomalies genetiques par le biais de l'expression cellulaire in vivo ou in vitro de 
genes clones. 

AujounThui, plusieurs m&hodes sont proposees pour la delivrance 
15 intracellular de ce type ^information g6netique. L'une d'entre elles, en particulier, 
repose sur 1'emploi de vecteurs chimiques ou biochimiques. Les vecteurs synthetiques 
ont deux fonctions principales, compacter l'ADN a transfecter et promouvoir sa 
fixation cellulaire ainsi que son passage a travers la membrane plasmique et, le cas 
echeant, a travers les deux membranes nucleaires. 
20 Un progres important a ete accompli dans ce mode de transfection avec le 

developpement tfune technologie bas6e sur femploi dun lipide cationique. II a ainsi ete 
mis en Evidence qu'un lipide cationique charge positivement, le chlorure de N-[l-(2,3- 
dioleyloxy)propyl]-N,N f N-trimethylanmK)nium (DOTMA). interferait, sous la forme 
de liposomes ou de petites vesicules, spontanement avec de l'ADN, qui est charge 
25 negativement, pour former des complexes lipides- ADN, capables de fusionner avec les 
membranes cellulaires, et permettait ainsi la delivrance intracellulaire de l'ADN. 
Toutefois, bien que cette molecule soit efficace au niveau de la transfection, elle 
presente le d6savantage d'etre non biodegradable et de posseder un caractere toxique a 
Fegaxd des cellules. 

30 Depuis le DOTMA, tfautres lipides cationiques ont ete developpes sur ce 

modele de structure : groupe lipophile associe a un groupement amino via tin bras dit 
"spacer". Parmi ceux-ci, on peut plus particulierement citer ceux comprenant a titre de 
groupement lipophile deux acides gras ou un derive du cholesterol, et comportant, en 
outre, le cas echeant, k titre de groupement amino, un groupement d'ammonium 

35 quatemaire. Les DOTAP, DOBT ou le ChOTB peuvent notarnment etre citfes a titre 
representees de cette categorie de lipides cationiques. D'autres composes, comme les 
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DOSC et ChOSC, se caracterisent par la presence d'un groupement choline a la place 
du groupement d'ammcmium quatemaire. En general, l'activite transfectante de ces 
composes demeure toutef ois assez faible. 

Une autre categorie de lipides cationiques, les lipopolyamines, a egalement ete 
5 decrite. Dans ce type de composes, le groupement cationique est represente par le 
radical I^5carboxyspermine qui contient quatre groupements d'ammonium, deux 
primaires ef deux secondaires. Les DOGS et DPPES en font notamment partie. Ces 
lipopolyamines sont tout particulierement efficaces pour la transection de cellules 
endocrines primaires. 

10 En fait, un agent de transection synthetique ideal devrait presenter un haut 

niveau de transfection, et ce pour un large spectre de cellules, posseder une toxicity 
nulle ou a defaut une toxicite tres imnimisee aux doses d'utilisation, et enfin, etre 
biodegradable pour s'affranchir de tout effet secondaire au niveau des cellules traitees. 
La presente invention a precisernent pour objet de proposer de nouveaux 
15 composes susceptibles d'etre utilises efficacement dans la transfection in vitro et ou in 
vivo de cellules et notamment pour la vectorisation d'acides nucleiques. 

EUe a pour premier objet des lipopolyamines, sous forme D, L ou LD et leurs 
sels, representees par la formule generale I : 

20 H 2 N-((CH) ro -NH) n -H I 

R 

dans laquelle 

- m est un nombre entier compris entre 2 et 6 inclusivement, 
25 - n est un nombre entier compris entre 1 et 9 inclusivement et plus preferentiellement 
entre 1 et 5 avecun seul groupement R different de l'hydrogene de present dans la 
formule generale et des valeurs de m variables ou identiques au sein des differents 
groupements (CH) m - et -(CH^ m -, 
R 



30 



R represente un atome d'hydrogene ou un radical de formule generale II: 



— (CH)p 
R5 
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5 danslaquelle 

- X et X represented, independamment 1'un de 1'autre, un atome d'oxyg&ie, un 
groupement m&thytene -(CH2>q- avec q 6gal & 0, 1, 2 ou 3, ou un groupement amino 
-NH- ou -NR 1 - avec R' representant un groupement alkyle en Ci & C4, 

- Y et V represented independamment Tun de Fautre un groupement m&hytene, un 
10 groupement carbonyle ou un groupement C=S, 

- R 3 , R 4 et R 5 represented independamment Tun de 1'autre un atome dliydiogene ou 
un radical alkyle, substitue ou non, en Cja C 4> avec p pouvant varier entre 0 et 5, 

- R$ represente un derive du cholesterol ou un groupement alkyle amino -NR^ avec 
Rj et R 2 representant independamment Tun de 1'autre un radical aliphatique, sature ou 

15 non, lineaire ou ramifie en C\2 a C22. 

D'un interet tout particulier sont les composes dans lesquels R y est represente 
par la f ormule generate IT 



20 




dans laquelle R3, R4, R5, R$ et p repondent aux definitions pr&cedentes et X 
represente un atome d'oxyg&ie ou un groupement -{CH^q* avec Q ^ tant ^S a * a z ^ ro - 
25 Cette famille de composes se caracterise notamment par la presence rfune 

liaison ester internet interessante sur le plan de la biodegradabilite. 

A titre de lipopolyamines pr6fer6es selon 1'invention, on peut plus 
particulierement mentionner les composes suivants: 



30 
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15 

sous la form 



D, L, DL ou Tun de leurs sels. 
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La presente invention a egalement pour objet toute application therapeutique 
des lipopolyamines selon rinvention, soit directement, soit au sein de compositions 
phamiaceutiques. 

5 Comme explicate precedemment, les composes de formule generale I s'averent 

tout particulierement interessants pour la transection in vitro et in vivo d'acides 
nucleiques. lis compactent efficacement l'ADN et presentent avantageusement une 
toxicite tr&s reduite voire nulle a l'egard des cellules traitees. En outre, ils sont 
triodegradables notamment par hydrolyse de leur liaison ester. 

10 Pour obtenir un effet maximal des compositions de rinvention, les proportions 

respectives du compose de formule generale I et de l'acide nucl&que sont de 
preference determinees de mani&e k ce que le rapport R, charges positives de la 
Epqpolyamine considfree par charges negatives dudit acide nucleique soit optimal. Ce 
rapport optimal variant en particulier selon le mode d'utilisation h savoir in vivo ou in 

15 vitro et selon le type cellulaire & transferer, fl est optimist au cas par cas. Cette 
optimisation reteve de la competence de lliomme de Tart 

Dans les compositions de la presente invention, le polynucleotide peut etre 
aussi bien un acide desoxyribonucl&que qu'un acide ribonucleique. II peut s'agir de 
sequences d'origine naturelle ou artif icielle, et notamment d' ADN genomique, d 1 ADNc, 

20 d'ARNm, d'ARNt, d'ARNr, de sequences hybrides ou de sequences synthetiques ou 
semi-synthetiques. Ces acides nucleiques peuvent etre d'origine humaine, animale, 
veg€tale, bacterieime, virale, etc- lis peuvent etre obtenus par toute technique connue 
de Fhomme du metier, et notamment par criblage de banques, par synthese chimique, 
ou encore par des methodes mixtes inchiant la modification chimique ou enzymatique 

25 de sequences obtenues par criblage de banques. lis peuvent par ailleurs etre incorpores 
dans des vecteurs, tels que des vecteurs plasmidiques. 

Concernant plus particulierement les acides desoxyribonucleiques, ils peuvent 
etre simple ou double brin. Ces acides d&oxyribonucleiques peuvent porter des g&ies 
therapeutiques, des sequences regulatrices de la transcription ou de la replication, des 
30 sequences antisens modifiees ou non, des regions de liaison & tfautres composants 
cellulaires, etc* 

Au sens de rinvention, on entend par g&ne therapeutique notamment tout 
gene codant pour un produit proteique ayant un effet therapeutique. Le produit 
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proteique aina code peut etre une proline, tin peptide, etc. Ce produit proteique peut 
etre homologue vis-a-vis de la cellule able (c'est-ft-dire un produit qui est 
normalement exprime dans la cellule cible lorsque celle-ci ne presente aucune 
pathologie). Dans ce cas, l'expression d'une proteine permet par exemple de pallier une 

5 expression insuffisante dans la cellule ou l'expression dune proteine inactive ou 
faiblement active en raison d'une modification, ou encore de surexprimer ladite 
proteine. Le gene therapeutique peut aussi coder pour un mutant d'une proteine 
cellulaire, ayant une stabilite accrue, une activite modiflee, etc. Le produit proteique 
peut 6galement etre heterologue vis-a-vis de la cellule cible. Dans ce cas, une proteine 

10 exprimee peut par exemple completer ou apporter une activite deficiente dans la 
cellule, lui permettant de lutter contre une pathologie, ou stimuler une reponse 
immunitaire. 

Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
titer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les 

15 lymphokines : interieukines, interferons. TNF, etc (FR 9203120), les facteurs de 
croissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese, les 
facteurs trophiques : BDNF. CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF. bFGF, NT3. NT5, 
HARP/pleiotrophine, etc la dystrophine ou une minidystrophine (FR 9111947), la 
proteine CFTR associee a la mucoviscidose. les genes suppresseurs de tumeurs : p53, 

20 Rb. RaplA, DCC, k-rev, etc (FR 93 04745). les genes codant pour des facteurs 
impliques dans la coagulation : Facteurs VII. VHI, IX, les genes intervenant dans la 
reparation de l'ADN, les genes suicides (thymidine kinase, cytosine deaminase), les 
genes de Fhemoglobine ou d'autres transporteurs proteiques, les genes correspondant 
aux proteines impliquees dans le metabolisme des lipides. de type apolipoproteine 

25 choisie parmi les apolipoprotemes A-I, A-H, A-IV. B, C-I, C-II, C-IH, D. E, F, G, H. 
J et apo(a), les enzymes du metabolisme comme par exemple la lipoproteine lipase, la 
lipase hepatique, la lecithine cholesterol acyltransferase, la 7 alpha cholesterol 
hydroxylase, la phosphatidique acide phosphatase, ou encore des proteines de 
transfert de lipides comme la proteine de transfert des esters de cholesterol et la 

30 proteine de transfert des phospholipides, une proteine de liaisons des HDL ou encore 
un recepteur choisi par exemple parmi les recepteurs LDL, recepteurs des 
chylornicrons- remnants et les recepteurs scavenger.etc. 

L'acide nucleique therapeutique peut egalement etre un gene ou une sequence 
antisens, dont l'expression dans la cellule cible permet de contrdler rexpression de 
35 genes ou la transcription d'ARNm ceUulaires. De telles sequences peuvent, par 
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exemple, etre transcrites dans la cellule able en ARN complementaires d'ARNm 
celhilaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique decrite dans 
le brevet EP 140 308. Les gfenes th&apeutiques comprenent 6galeroent les sequences 
codant pour des ribozymes, qui sont capables de d&ruire sfelectivement des ARN 
5 cibles(EP321201). 

Comme indique plus haut, l'acide nucleique peut egalement comporter un ou 
plusieurs genes codant pour un peptide antigenique, capable de generer chez rhomme 
ou l'animal une reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre, 
rinvention permet done la realisation soit de vaccins soit de traitements 
10 immunothfrapeutiques appliqufc & rhomme ou k l'animal, notamment contre des 
microorganisrnes, des virus ou des cancers. D peut s'agir notamment de peptides 
antigeniques specif iques du virus d*Epstein Barr, du virus HIV, du virus de ttiepatite B 
(EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, du "syncitia forming virus, d'autres virus ou 
encore specifiques de tumeurs (EP 259 212). 

15 Prfif&entiellement, l'acide nucleique comprend egalement des sequences 

permettant fexpression du gfcne th&apeutique et/ou du g&ie codant pour le peptide 
antig&iique dans la cellule ou 1'organe desirfe. D peut s'agir des sequences qui sont 
naturellement responsables de l'expression du gene consider^ lorsque ces sequences 
sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectee. n peut egalement s'agir de 

20 sequences rforigine differente (responsables de Texpression d'autres proteines, ou 
merne synthetiques). Notamment, a peut s'agir de sequences promotrices de genes 
eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton desire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome d'un vims. A cet egard, on peut titer par exemple ks 

25 promoteurs des genes E1A, MLP, CMV, RSV, etc. En outre, ces sequences 
^expression peuvent etre modifiees par addition de sequences d'activation, de 
regulation, etc. II pent aussi s'agir de promoteur, inductible ou repressible. 

Par ailleurs, l'acide nucleique peut 6galement comporter, en particulier en 
amont du gene therapeutique, une sequence signal dirigeant le produit therapeutique 

30 synthetise dans les voies de s6cr&ion de la cellule able. Cette sequence signal peut 
etre la sequence signal naturelle du produit therapeutique, mais il peut egalement s'agir 
de toute autre sequence signal fonctiormelle, ou d'une sequence signal artificielle. 
L'acide nucleique peut 'galement comporter une sequence signal dirigeant le produit 
therapeutique synthetic vers un compartiment particulier de la cellule. 
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Dans un autre mode de mise en oeuvre, la presente invention oonoeme des 
compositions comprenant un acide nucleique, une tipopolyamine telle que revendiquee 
et un adjuvant capable de s'associer au complexe Upopolyamine/ackle nucleique et d'en 
ameliorer le pouvoir transfectant La demanderesse a en effet montre que le pouvoir 
5 transfectant des lipopolyamines peut etre de maniere inattendue augmente en presence 
de certains adjuvants (lipides ou proteines par exemple), capables de s'associer au 
complexe lipopolyainine/acide nucleique. 

Plus pref erentiellement, les compositions de 1'invention comprennent. comme 
adjuvant, un ou plusieurs lipides neutres. De telles compositions sont particulierement 
10 avantageuses, notamment lorsque le rapport R est faible. La demanderesse a en effet 
montre que l'addition d'un lipide neutre permet d'ameliorer la formation des particules 
nucleolipidiques et, de maniere surprenante, de favoriser la penetration de la particule 
dans la cellule en destabilisant sa membrane. 

Plus pref erentiellement, les lipides neutres utilises dans le cadre de la presente 
15 invention sont des lipides a 2 chaines grasses. 

De maniere particulierement avantageuse, on utilise des lipides naturels ou 
synthetiques, zwitterioniques ou depourvus de charge ionique dans les conditions 
physiologique. II peuvent etre choisis plus particulierement parmi la 
dioleoylphosphatidyletharwlamine (DOPE), 1' oleoyl-palmitoylphos- 
20 phatidylethanolamine (POPE), les di-stearoyl, -palmitoyl, -mirystoyl 
phosphaudylethanolarnines ainsi que leurs derive N-methyles 1 a 3 fois; les 
phosphatidylglycerols, les diacylglycerols, les glycosyldiacylglycerols, les cerebrosides 
(tels que notamment les galactocerebrosides), les sphingolipides (tels que notamment 
les sphingomyelines) ou encore les asialogangliosides (tels que notamment tes 
25 asialoGMl et GM2). 

Ces differents lipides peuvent etre obtenus soit par synthese, soit par 
extraction a partir d'organes (exemple : le cerveau) ou d'oeufs, par des techniques 
classiques bien cormues de lTwrnme du metier. En particuUer, l'extraction des lipides 
naturels peut etre realisee au moyen de solvants organiques (voir egalement Lehninger, 

30 Biochemistry). 

Pref erentiellement, les compositions de 1'invention comprennent de 0,1 a 20 
equivalents d'adjuvant pour un equivalent de compose de formule generate I et, plus 
preferentiellement, de 1 a 5. 

Les compositions selon 1'invention peuvent etre formulees en vue 
35 d'adniinistrations par voie topique, cutanee, orale, rectale, vaginale, parenterale, 
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intranasal, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, 
etc. De preference, les compositions pharmaceutiques de 1'inventkm contiennent un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable, notamment 
pour une injection directe au niveau de l'organe desire, ou pour une administration par 
5 voie topique <sur peau et/ou muqueuse). II peut s'agir en particulier de solutions 
st&iles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par 
addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la 
constitution de solutes injectables. Les doses d'acide nucleique utilisees pour l'injection 
ainsi que le nombre d'administrations peuvent etre adaptees en fonction de differents 
10 parametres, et notamment en fonction du mode ^administration utilise, de la 
pathologie concernee, du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchSe. En ce qui concerne plus particuli&ement le mode d'administration, il peut 
s'agir soit d'une injection directe dans les tissus, soit d'un traitement de cellules en 
culture suivi de leur reimplantation in vivo, par injection ou greffe. 

15 La presente invention fournit ainsi une m6thode particulierement avantageuse 

pour le traitement de maladies, comprenant radministration in vivo ou in vitro d'un 
acide nucl&que apte a corriger ladite maladie associe h un compose de formule 
g6n6rale I dans les conditions dfcfinies ci-avant Plus particuli&ement, cette methode 
est applicable aux maladies resultant d'une deficience en un produit prot&ique ou 

20 nucleique et Tacide nucleique administre code pour ledit produit prot&qiie ou contient 
ledit produit nucleique. 

Elle s'etend & toute utilisation d'une lipopolyamine selon Tinvention pour la 
transf ection in vivo ou in vitro de cellules. 

25 La presente invention sera plus completement decrite a l'aide des exemples qui 

suivent, qui doivent etre consideres comme illustratif s et non limitatif s, 

ABREVIATIONS ET SYMBOLES 

30 AcOEt : Ac&ate <T6thy le 

BOP : Benzotriazol-l-yloxytris (dimethylamino) phosphonium 

hexafluorophosphate 
DCC : Dicyclohexylcarbodiimide 
DCU : DicyclohexylurSe 
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DMAP : 


4-Din)ediylamiiK^)yridine 


DMr 


IJimetnyuormaniiae 


DMoU : 


jjimetnyie suiioxi06 


DODA : 


DKXxadecylanune 


EP 


; Ether de petrole 


EtOH : 


: Ethanol 


NEt 3 


; Tri&thylamine 


Rf 


: Coefficient de intention frontal 


TEA 


: Acide trifluoroacetique 


THF 


: Tetrahydrofurane 


TMS 


: T6tram6thylsilane 


uv 


: Ultra- Violets 



15 

MATERIEL ET METHODES 

A Produits utilises 

La DODA, la NEt3, le TFA, la L-ornithine, lTiydroxyde de tetramethylammonium, le 
20 nickel de Raney, l'anhydride diglycolique proviennent de chez Fluka ; le BOP, de chez 
Propeptide France ; la DMAP. le cWoroformate d'isobutyle et la N-methylmorpholine, 
de chez Aldrich. Le THF provient de chez Merck ; tous les autres solvants utilises sont 
des produits RP Prolabo. Les solutions de NaCl, de NaHC03 sont saturees ; la solution 
deKHSO4esta0,5 M. 

25 

R Mesures physiques 

Les spectres de resonnance magnetique nucleaire du proton ( RMN 1H ) ont ete 
enregistres sur un spectrometre Bruker. 

Les deplacements chimiques sont exprimes en ppm par rapport au TMS. 

30 

C. Chromatographi es sur silice 

\e* chromatographies sur cou che mince (CCM) ont ete effectuees sur des plaques 
de gel de silice Merck de 0,2 mm d'epaisseur. 
Revelations : 
35 - Aux UV ( 254nm ) 

- A la ninhydrine, en vaporisant (spray leger) une solution ethanolique de ninhydrine 
( 40 mg / 100 ml EtOH) pour reveler les amines ou les amides en chauffant a 150°C. 
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15 



20 



25 



- A la fluorescamine, en vaporisant une solution (40 mg / 100 ml Acetone) pour 
reveler les amines primaires. 

- A l'iode, en recouvrant la plaque de poudre d'iode. 

.Les chromatographies sur colonne o nt ete effectuees sur gel de silice 60 Merck de 
granulomere 0,063-0,200 mm. 



EXEMPLE 1. 

Synthese du (Dioctadecyl-c^rbamoylmethoxy)-acetate de 2-5-bis-(3-amino- 
propylanuno)-pentyle. 



lot Preparation du 2^ .Bis.(2-cvano-^hvlamino)-t>entanoate dfi 

telramethvlammonium(l.a) 

Du nxmohydrochlorure de racide(s)-2^-diaminopentanoYque (L^xnithine) (6,74g; 
40 mmol) et de rhydroxyde de tetrmethylammonium pentahydrate (14,48g; 80 
mmol) sont mis en solution dans du methanol (20 ml). L'eau formee et le methanol 
sont evapores sous pression reduite (a I'aide d'une pompe a huile) de maniere a 
obtenir un residu sec. 

Du N^-dimethylformamide (30 ml) est ajoute aux sels precedernment obtenus. Le 
melange est degaze avec de l'azote, puis agite fortement pendant dix minutes, ce qui 
permet au 2,5-diamino pentanoate de tetramemylammonium de se solubiliser (le 
chlorure de tetramethylammonium teste en suspension dans le DMF). 
L'acrylonitrile (6ml; 85,6 mol) est ajoute goutte a goutte; le ballon se rechauffe 
legerement Le melange reactionnel est laisse lh a temperature ambiante, sous azote. 
II est ensuite filtre pour eliminer le chlorure de tetramethylammonium. Le DMF est 
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evapore sous pcession reduite. Le residu obtenu est un liquide huileux ; retire de 
l'evaporateur rotatif, il se solidif ie. De l'acetonrtrile (100 ml) est ajoute et le ballon est 
legerement chauffe jusqu'a obtention <fune solution transluckle. Du THF est ajoute 
jusqu'a obtention d'une solution trouble. Le ballon est stocke pendant deux jours au 
5 congelateur ; le sel de tetrametfayl-ainmoniuRi du U2,5-Bis-(2-cyaiK>-ethylammo)- 
pentanoique de l'acide est recupere par filtration sous forme de solide blanc. H est 
rince au THF sur fritte, puis seche sur P2O5. 6,06 g sont obtenus, soft un rendemeht 
de 49% (brut). 

10 lJb Preparation du sel de te t ram&hvl ammonium de l'acide 2.5-Bis-(3-amino- 
pmpv1amino>-pentanoique (l.b) 

Le produit l.a est solubilise dans un melange d'ethanol (18 ml), d'eau (2 ml) et de 
potasse 2 M (5 ml). La solution est purgee a rargon. Du Nickel de Raney (2 ml de la 
15 suspension Fluka) est ajoute. LTiydrogenation est realisee dans une autoclave, purgee 
a l'azote, a 26°C. En 3h, la pression est passee de 50,6 bars a 44,7 bars, puis s'est 
stabilisee plus d'une heure. L'autoclave fait 250 ml et le melange reactionnel, 30 mL 
La suspension obtenue est filtree, rincee a 1'eau et passee a l'evaporateur rotatif. Une 
huile jaune est obtenue. Le test a la fluorescamine est positif . 

20 

l.c Preparation de l'acide 2^B is-(tert-butoxvcarb(mvlJ3-(tert-butOXVcaTbonYl- 
aminn>-rirr»pvl1.amiTin)-pf>ntanrMque (l.c> 

25 Le produit l.b est dissous dans du dioxanne (30 ml). Du ditertbutyldicarbonate 
(17,46g ; 80 mmpl) est ajoute goutte i goutte. Le melange est agite pendant une 
nuit. Le dioxanne est evapore. Du KHSO4 est ajoute. Le produit est extrait par 
CHCI3 (3 x 100 ml). La phase organique est ensuite lavee successivement avec 
NaHC03 (pH=7,5), NaCl, puis sechee sur MgS04 et evaporee sous pression 

30 reduite. 10 g de produit sont obtenus (15,4 mmol, soit un rendement de 39% par 
rapport a l'crrutfaine). 

CLHP : MeCN/H20: 0-3 rnin 50 % MeCN; 3-20 min 50-100 % MeCN, 20-40 min 
100 % MeCN, K'= 7.96 (Colonne RP-18, debit=l ml/min) 
CCM : Rf (CHCI3 : AcOEt ; 95 : 5 (v : v)) =0,28 
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RMN(ppm) : 1,3 (m, 8H, N+CH2-CH2-CH2-CHN+COO/ 2x N+CH2CH2CH2N+); 
2,7-3.0 (m, 10 H 5x N+CH 2 ); 3.8 (t, 1H, N+CHCOO) 
MS : MH + = 647, (PM= 646) 

5 l.d Preparation du 2.5-Bis-(t ert-rititoxvcai^yl^ 
propyll-ammol-pentan-l-ol (l.d) 

La L-5^art»xyt6tratert-butoxycartxmylspermine (l,94g; 3 mmol) est 
dissoute dans 30 ml de THF. 370 ml (3,1 mmol) de N-mSthylmocpholine sont 

10 introduits a la micropipette. Le melange reactionnel, mis sous azote, est refroidi a - 
15°C (dans un bain de caiboglace et Methylene glycol ) ; 390 ml (3,1 mmol) de 
chlorofonnate d'isobutyle sont alots ajoutes. Au bout de trois minutes, le melange 
reactionnel est verse dans un becher contenant le NaBH4 (2g) dissous dans 20 ml 
d'eau a 4°C. Le THF est evapore. Du KHSO4 est ajoute (jusqu'a Ph=7). Le produit 

15 est extrait a l'AcOEt, rince au NaHC03, NaCl, seche sur MgS04, ffltre puis 
evapore. l,15g sont obtenus, soit un rendement de 61%. 

La CCM conduit a deux taches ; une separation sur colonne de silice, avec le rneme 
eluant, est done realisee et conduit a 0,97g de produit (huile jaune). Le rendement de 
la separation est de 84 %. 
20 Le rendement de la reduction est de 51 %. 
CCM : Rf (EP : AcOEt ; 1 : 1 (v : v )) =0,24 

RMN (ppm) : 1,42 (s, 4xBoc); 1,5-1,7 (m, 8H N+CH2-CH2-CH2-CHN/ 2x 
N+CH2CH2CH2N); 2,85-3,2 (m, 10H 5x NCH 2 ) . 3,4 (m, 1H, NCHCH2OH), 3,7 
(d, 2H, CH 2 OH). 6.8 (m, 2H; NH) 
25 MS : MH + = 633, PM= 632 

l.e Preparation d e I'ackle 25-Bfe-r3.(tert-bmoxvcarbonvlamino)-WPCTn-{t^ 
butoxvcarfaonvlamino) -pentvloxvcarbonvImethoxv-ac6tiQue (l.e) 

30 0,51 g (0,806 mmol) du produit l.d sont dissous dans 10 ml de CH2O2 ; 2 
Equivalents d'anhydride diglycoUque (1,535 mmol ; 0,178 g), 2,2 equivalents de 
tri6thylamine (1,687 mmol ; 235 Ml) ainsi que 5 mg de DMAP sont ajoutes. Au bout 
d'une heure, la CCM. montrant que l'alcool a reagi, le melange est additionnS de 
CH2Q2. puis lav6 par 3 x 50 ml de KHSO4, 3 x 50 ml de NaCl, seche sur MgS04, 

35 filtre puis 6vapor6. 0^6 g de solide sont obtenus, soit un rendement de 43 %. 
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CCM : Rf (CHQ 3 : MeOH : AcOH ; 90 : 8 : 2 (v : v : v )) =0,75 
MS: MH+= 749. PM= 748 



5 l.f. Preparation du DiQCtadery1-c-arhamovlmethoxv)-acetate du 2-5-bis-{tert- 
hntnxy«iAonvU34tert-^ tti) 

0. 123 g de produit precedent (0,164 mmol), 1 equivalent (0,0856g) de 
dioctadecylamine, 3 equivalents de triethylamine (68,4 ml), 1,1 equivalent (0,0798 g) 

10 de BOP sont dissous dans du CHC13. Le melange reactionnel est agite a temperature 
ambiante. Au bout de deux heures, le melange est additionne de 100 ml de CH2Q2, 
puis lave par 3 x 100 ml de KHSO4, de NaHC03, de NaCl (jusqu'a pH=7). seche, 
puis evapore. 0,13 g de produit sont obtenus, soit un rendement de 63 %. 
CCM : Rf (EP : AcOEt ; 1 : 1 (v : v)) =0,62 ; revelation a l'iode, a la ninhydrine et a 

15 la fluorescamine. 

RMN (ppm): 0.90 (t, J=7.5 Hz, 6H: CH3, 1.20-1.75 (m. 108 H: CH 2 / C(CH 3 b). 
3.05-3.35 (m, 14 H: CH2N). 4.15-4.35 (m, 3 H: NCHCH2OCO), 4.23-4.27 (2s, 2x 
2H: OCH2CO), 4.5-5.5 (m. etale, 2 H: NH) 
MS: MH+= 1252, P.M.= 1251 

20 Analyse elementaire : Formule brute : C71H137N5O12 

%theoriques: C 68,06 H 11,02 N 5,59 
% obtenus: C 67,14 H 11,93 N 5,86 

1. g. Preparation du (Dioctadecyl-carbamov lmethoxv)-acetate de 2-5-bis-(3-amino- 
25 pmpylaminoUpentvle (l.p) 

1 ml de TEA est ajout* a 0,025 g de produit l.f (0,02 mmol) dans un tube 
"Eppendorf" <8> de 1,5 ml et laisse une heure a temperature ambiante. Le TFA est 
evapore. 

30 500 yl d'ethanol sont ajoutes de fagon a obtenir une solution a 40 mM, necessaire 
pour les tests biologiques. 
MS : MH+=852, P.M.= 851 



35 EXEMPLE2. 
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Preparation du (Woctadecyl-carbamoylmfethoxy)-acetate de l,3-bis-(3-amino- 
propylamino)-2 pcopyle (2.f): 




5 

2.a Preparation du 13^Bis-(2-<n^o^thvlamino)-proDan-2-ol (2,a) 

3,6 g (40 mmol) de 1 ,3-diaminopropan-2-ol sont dissous dans 75 ml de methanol 
5*76 ml (80 mmol) tfacrylonitrile sont ajoutfe en 15 minutes. Le test ft la 
10 fluorescamine est positif. Le melange reactionnel reste incolore. H est laisse sous 
agitation, a temperature ambiante, pendant la nuit. Le test a la fluorescamine est 
alors nfegatif . Le methanol est 6vapore. 7,9 g de produit sont recueillis (rendement de 
100 % pour le produit brut), 

15 2.b Preparation du 13-Bis43-amino-propvlamino)-tTODan-2-Ql fob) 

L'hydrogenatkm est realisee dans une autoclave, purgee & l'azote, & 27 C G 
Le produit 2.a est solubilise dans un melange de 15 ml de methanol, 10 ml Methanol, 
5 ml de KOH (2 M). La soluticm est purg6e & Targon et 4 ml de la suspension de 
nickel de Raney sont ajoutes dans 1'autoclave. 

En 3h30, la pression est passee de 51,6 bar £ 37,6 bar, puis s'est stabilisee plus d'une 
heure. L'autoclave fait 250 ml et le melange reactionnel, 30 ml. La suspension 
obtenue est filti^e, rincee & l'eau et passee k revaporateur rotatif. Une huile jaune est 
obtenue. Le test a la fluorescamine est positif* 

2.c Preparation du 1 J-Bis-B-tt^-butox^ 
aminoprDpvl)2>propan-2-ol (2.c) 



20 



25 



Le produit 2.b est protegfc de la meme fagon qu'en I.e. 100 ml de CH2CI2 sont 
30 ajoutes. 39,2 g (179 mmol) de di-tert-butyldicarbonate dissous dans 100 ml de 
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dioxanne sont ajoutes goutte a goutte. La solution est laissee sous agitation pendant 
72h. Le solvant est evapore, du KHSO4 est ajoute. Le produit est extrait a 1' AcOEt 
(3 x 100 ml) ; les phases sont rassemblees et rincees au KHS04, au NaHC03, au 
NaCl, sechees sur MgS04 et evaporees. 20 g sont obtenus (rendement de 83 % par 

5 rapport au produit initial) 

Le produit est cristallise dans 1*EP. 
CC.M. : Rf (EP : AcOEt ; 1 : 1 (v : v)) = 0,23 
Rf (EP : AcOEt ; 1 : 2 (v : v)) = 0,63 
RMN (ppm) : 1.4 (2s, 36H : 4 x (CH 3 ) 3 )> • 1.65 (qt, 4H : 2 x NCH2CH2CH2NH) ; 

10 2,95 (q, 4H : 2 x NHCH 2 CH 2 ) ; 3.1 (2d. 4H : NCH 2 CHCH 2 N) ; 3,2 (t, 4H : 
NCH2CH2) ; 3,85 (m. 1H : OH) ; 5,9 (s, 2H : NH) 
MS : MH + =605, PM= 604 

2.d Preparation <** l'acide 1 ■3-Bis-(3-tert-rntt^xvcarrx^Yl-an^O-(tert- 
15 faitoxvcartonvl-atnin^ 

604 mg (lmmol) de produit 2.c. sont dissous dans 20 ml de CH2&2- 2 equivalents 
d'anhydride (2 mmol ; 0,232 g), 2,2 equivalents de NEt3 ( 307 jil, puis 100 6,5 g 
de DMAP sont introduits. Apres 24 h d'agitation a temperature ambiante, le melange 

20 est additionne de CH2Q2, lav6 au KHSO4, au NaCl, seche sur MgS04. filtre puis 
evapore. 0,156 g de produit sont obtenus (rendement de 22 % ). 
CCM : Rf (CHCI3 : MeOH : AcOH ; 90 : 8 : 2 {v : v : v}) =0,71 
RMN (ppm) : 1,2-1,4 (2s, 36H : 4 X (CH 3 ) 3 ) : 1.5 <m. 4H : 2 x NHCH 2 CH 2 CH 2 N) 
; 2,85 (q, 4H : 2 x NHCH 2 CH2) ; 3,1 (m, 8H : 4 x NCH 2 ) ; 3,9-4,2 (2s. 4H : 2 x 

25 OCH2COO) ; 5.25 (m. 1H : CH^CH^ ; 6.7 (2H : NH) 
MS : MH+= 721. PM= 720 

2. e P^paration du minmrtervl^arbamovlmethoxv)- fill 1 . 3-BiS-i3-tCTt- 

^^nvvparhmvl-amirr^rTm-hutoxvrarbonvl-aminorynW 



30 



0,216 mmoles de l'acide 2.d sont dissoutes dans 3 ml de CHCI3. 1 equivalent de 
DODA (0.113 g), 3 equivalents de NEt3 (100 jil) et 1,1 equivalent de BOP (0.11 g) 
sont ajoutes. Le melange reactionnel est agite a temperature ambiante pendant 24 h. 
Le CHCI3 est evapore. 100 ml d'AcOEt sont ajoutes. La phase organique est lavee 
35 par de lHQ (0.5 M). par NaHC0 3> par NaCl jusqu'a pH=7. sechee sur MgS0 4 puis 
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Svaporee. 0,185 g sont obtenus (rendement 70 % ). Une colonne sur silice est 
realisee. 110 mg de produh son! recueillis (rendement 42 % ). 
CCM : Rf (CHC1 3 : MeOH : AcOH ; 90 : 8 : 2 (v : v : v)) =0,81 
Rf (EP: AcOEt;l:l (v:v))«0,67 

5 

RMN (ppm) : 0,85(t, 6H : 2 x CH3) ; 1,20-1,55 (m. 100H : CHJCiCHfo) ; 1,6 
(m, 4H : 2 x NHC^CHjCH^) ; 3,05-3,4 (m, 16H : 2 x NHCH 2 CH 2 CH 2 N / 
NCH 2 CHCH 2 N / 2 x CH 2 N) ; 4,1 (s, 2H : NCOCH 2 0) ; 4,15 (s, 2H : OCH 2 COO) 
; 5,25 (m, 1H : CH 2 CHCH 2) , 6,15 (m, 2H : NH) 
10 MS : MH+= 1224, PM= 1223 

2.f Preparation d ii minctadecy1-caffaamovlmethoxv)-acfetate de 1.3-BiS-(3-tgt- 
hutoxvcartonvl-amino-ftert-rjrt^ 

15 1 ml de TFA est ajoute a 0,0247 g de produit 2.e (0,021mmol) dans un tube 
"Eppendorf" ® de 1,5 ml et laisse une heure a temperature ambiante. Le TFA est 
evapore. 

505 yl d'ethanol sont ajoutes de facon & obtenir une solution a 40 mM, necessaire 
pour les tests biologiques. 
20 MS:MH + =824,P.M.= 823 

EXEMPLE 3 : Preparation du (NJ4-Dioctadecyl)-succinamate de 2-(3-amino- 
propylamino) - 1 - (3-amino-propy lamino-rnethyl) -ethyle 

H 

r 



y o o 




25 hIi 

Ce compose est prepare selon le protocole decrit precedemment en exemple 2, en 

substituant a l'acide diglicolique, Tackle succuiique. 

L'analyse en spectrometrie de masse du produit ainsi obtenu indique un fragment 
MH+ de 808, ce qui est conforme a la masse attendue. 

30 
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UTILISATION DE LIPOPOLYAMINES SELON L'lNVENTION POUR LA 
TRANSFECTION IN VITRO DE MATERIEL GENETIQUE 



5 

A PlaSItli^^ "tiHsfej pour le transfert de genes in vitro 

On utilise le plasmide pCMV-LUC. n s'agit d'une construction comportant le gene 
rapporteur "lucif erase", derivee soit du plasmide pGL2-Basic Vector (Promega) soit 
10 du plasmide pGL2-Control Vector (Promega) par insertion d'un fragment Mlu I-Hind 
m contenant le promoteur du Cytomegalovirus humain (CMV), extrait du plasmide 
vecteur pcDN A3 (Invitrogen). 



B Protocole de preparation des solutions utilisees pour la transfection 

15 

Des Hpopolyarnines preparees selon des exemples precedents sont mises en solution a 
40 mM dans l'ethanol puis dilues dans un melange ethanol/eau en maintenant une 
concentration ethanolique inferieure a 10%. 

Les solutions d'acide nucleique a transfecter sont diluees en serum physiologique 
20 (NaCl 0,15M) puis ajoutees aux solutions de Upc^lyamine, dans un rapport 1/1 (v/v). 
Apres homogeneisation au vortex et incubation 15 minutes a temperature ambiante, les 
solutions ADN/lipopolyamine sont distribuees a 9% (v/v) final dans les puits ou les 
cellules ont €te lavees par du milieu de culture depourvu de proteines (serum). 



25 EXEMPLE 4 : 

Influence du rapport de charge (amines/phosphates) sur l'eff icacite de transfection. 

Des echantillons de 1.10 5 cellules NIH 3T3 en phase exponentielle de croissance sur 2 
cm 2 sont traites par des solutions lipopolyamines/pCMV-LUC, presentant des 
30 rapports de charges variables, pendant 4 heures a 37°C sous 5% CO2 ; chaque 
echantillon recpit 1 jig d'acide nucleique. La recherche de l'expression du gene 
reporter est effectuee apres addition de serum de veau foetal a 8% final suivie d'une 
incubation de 40 heures dans l'etuve a CO2. 

L'activite lucif erase est dosee par remission de lumiere [RLU = relative light unit] en 
35 presence de lucif erine, coenzyme A et ATP pendant 20 secondes et rapportee au \xg de 
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protone dans le surnageant obtenu apres lyse des cellules. Les resultats obtenus sont 
reportes dans le tableau I ci-dessous. 



5 





LiDODoIvamine de l'exemple 1 


Lipopolyamine de l'exemple 2 


rapport de charge 


luminescence 


coef.de var. (%) 


luminescence 


coef. de var. (%) 


1 


69 


5 


23 


34 


2 


5091 


3 


252 


6 


4 


3636 


30 


7890 


3 


6 


21334 


3 


61401 


5 


8 


40846 


3 


73224 


2 


10 


55321 


1 


77633 


2 


12 


53239 


5 


48634 


5 


14 


36 


10 


52417 


2 


| ADN seul 


52 


5 





TABLEAU I 

Chaque valeur correspond a la moyenne de trois essais independants. 

Cette experience montre clairement que les lipopolyamines selon l'invention permettent 

le transfert de genes dans les conditions requises pour leur expression. 

15 EXEMPLE 5 : 

Influence de la concentration en acide nucleique dans les melanges 

ADN/lipoporyamine. 

Selon le meme protocole que celui decrit dans l'exemple precedent les cellules NIH 
20 3T3 sont traitees avec des melanges ADN/lipopolyamines dans les conditions ou 
differentes concentrations d'ADN sont utilisees pour un meme rapport de charge. 
Dans ce cas, 1'activite luciferase est mesuree pendant 20 secondes et rapportee a 
2,5. 10 3 cellules traitees. Les resultats sont presenter en tableaux II et m ci-dessous. 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Lipopolyamine de l'exemple 1 



5 





Rapport de charge 


ligDNA 


x4 


x6 


x8 


xlO 


0,25 


27 09) 


25(20) 


32(31) 


36(15) 


0,5 


23(5) 


37 (54) 


4476 (4) 


4811 (19) 


1,0 


4945 (12) 


19194 (14) 


30933 (21) 


39357 ( 3) 


2,0 


93937 (2) 


105533 (1) 


111167 (14) 


8315(15) 


3,0 


106293(11) 


100093 (8) 


53475 (12) 




4,0 


98S53 (10) 


69863 (8) 










TABLEAU D 




Lipopolyamine de l'exemple 2 










Rapport de charge 


UrDNA 


x4 


x6 


x8 


x 10 


0,25 


40(17) 


52(64) 


122(14) 


51(5) 


0,5 


28 (10) 


204 (25) 


36533 (7) 


44473 (7) 


1,0 


3427 ((12) 


48167 (13) 


49363 (13) 


50083 ( 9) 


2,0 


33377 (13) 


44697 (18) 


30670 (16) 


9544 (4) 


3,0 


9686(3) 


31557 (2) 


9157(8) 




4,0 


4321 (9) 


40105 (10) 







TABLEAU m 

1 5 Chaque valeur correspond a la moyenne de trois essais independants. 

Les valeurs portees entre parentheses correspondent au coefficient de variation 
exprime en %. 
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REVENDICATIONS 



1. Lipopolyamine sous forme D, L, ou DL ou l'un de ses sels caracterisee en ce 
5 qu'eUeestrer^esenteeparlaformiilegeneralel 

H 2 N-((CH) m -NH) n -H 

R I 

10 dam laquelle 

- m est un nombre entier compris entre 2 et 6 inclusivement, 

- n est un nombre entier compris entre 1 et 9 inclusivement et plus preferentiellement 
entre 1 et 5 avec, lorsque n est compris entre 2 et 9, un seul groupement R, different 
de rhydrogene, de present dans la formule generale et des valeurs de m variables ou 

15 identiques au sein des differents groupements -(CH) m - ou -(CH^n,-. 

R 

. r represente un atome dTiydrogene ou un radical de formule generale II: 



— «j:H) P 

R5 

20 




n 



dans laquelle 

25 - X et X* representent independamment l'un de l'autre un atome d'oxygene, v 
groupement methylene -(CH^q- avec q egal a 0. 1. 2 ou 3. ou un groupement amino 
-NH- ou -NR - avec R' representant un groupement alkyle en Ci a C4, 
- Y et V representent independamment Tun de l'autre un groupement methylene, t 
groupement carbonyle ou un groupement OS, 

30 - R 3 , R 4 et R 5 representent independamment l'un de l'autre un atome dliydrogene c 
un radical alkyle, substitue ou non, en C 4 , avec p pouvant varier entre 0 et 5, 
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- R$ represente un derive du cholesterol ou un groupement alkyle amino -NRjR 2 avec 
Rj et R2 representant independamment l'un de l'autre un radical aliphatique, sature ou 
non. lineaire ou ramifie en C\2 & C22. 

5 2.Lipopolyamine selon la revendication 1 carcterise en ce que R y est represente de 
preference par la formule generate II' 

,0 

// R3 y O 
O C- " 




R5 

IT 

10 

dans laquelle R3. R4, R5, R6 et p repondent aux definitions proposees en revendication 
1 et X represente un atome d'oxygene ou un groupement -(CH^q- avec q etant egal i 
zero. 

15 

3. Upopolyamine selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce qu'il sfagit du 

.N-H 



20 sous forme D, L, DL ou l'un de ses sels. 

4. Lipopolyamine selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce qu'il s'agit du 



25 
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H 

M-H 




sons forme D, L, DL ou Tun de ses sels. 

5. lipopolyamine selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce qu'il s'agit du 




10 



15 



sous forme D, L, DL ou Tun de ses sels. 

6. Lipopolyamine selon la revendication 1 ou 2 caract6ris6e en ce qu f il s'agit du 



H 

N-H 



5 A 

*<f 0 — 10 alpha, cholestdryie 



sous forme D, L, DL ou Tun de ses sels. 



7. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle contient au moins une 
20 lipopolyamine selon l'une des revendications 1 a 6 et au moins un acide nucleique. 
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8. Composition selon la revendication 7 caracterisee en ce que l'acide nucleique est un 
acide desoxyribonucleique. 

9. Composition selon la revendication 7 caracterisee en ce que l'acide nucleique est un 
acide ribonucleique. 

5 10. Composition selon la revendication 7, 8 ou 9 caracterisee en ce que l'acide 
nucleique est modifie chimiquement 

11. Composition selon l'une des revendications 7 a 10 caracterisee en ce que l'acide 
nucleique est un antisens. 

12. Composition selon l'une des revendications 7 a 10 caracterisee en ce que l'acide 
10 nucleique comporte un gene therapeutique. 

13. Composition selon la revendication 12 caracterisee en ce que le gene therapeutique 
code pour une proteine impliquee dans le metabolisme des lipides comme par une 
apolipoproteine choisie parmi les apolipoproteines A-I, A-D, A-IV, B, C-I, C-II, C-in. 
D, E, F, G, H, J et apo(a), une enzyme telle la lipoproteine lipase, la lipase hepatique 

15 ou autres lipases, la lecithine cholesterol acyltransferase, la 7 alpha cholesterol 
hydroxylase, la phosphatidique acide phosphatase, une proteine de transf ert de lipides 
comme la proteine de transfert des esters de cholesterol et la proteine de transfert des 
phospholipides, une proteine de liaisons des HDL ou encore un recepteur choisi par 
exemple parmi les recepteurs LDL, recepteurs des chylomicrons-remnants et les 

20 recepteurs scavenger. 

14. Composition pharmaceutique comprenant un acide nucleique, une lipopolyamine 
selon l'une des revendications 1 a 6 et un adjuvant capable de s'associer au complexe 
Upopolyamine/acide nucleique et d'ameliorer son pouvoir transf ectanL 

15. Composition selon la revendication 14 caracterisee en ce que r adjuvant est un ou 
25 plusieurs lipides neutres. 

16. Composition selon la revendication 15 caracterisee en ce que le ou les lipides 
neutres sont choisis parmi les lipides synthetiques ou naturels, zwitterioniques ou 
depourvus de charge ionique dans les conditions physiologiques. 
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17. Composition selon la revendication 16 caracterisee en ce que le ou les lipides 
neutres sont des lipides k 2 chaines grasses. 

18. Composition selon la revendication 17 caracterisee en ce que le ou les lipides 
neutres sont choisis parmi la diolfcylphosphatidylethanolamine (DOPE), Toleoyl- 

5 palmitpylphos-phatidytethanolamine (POPE), le di-stearoyl, -palmitoyl, -mirystoyl 
._, phosphatidylethanolamine ainsi que leurs derive N-methyles 1 a 3 fois; les 
phosphatidylglycerols, les diacylglycerols, les glycosyldiacylglycerols, les cerebrosides 
(tels que notamment les galactocerebrosides), les sphingolipides (tels que notamment 
les sphingomyelines) et les asialogangliosides (tels que notamment les asialoGMl et 
10 GM2). 

19. Composition selon 1'une des revendications 14 k 18 caracterisee en ce qu'elle 
comprend de 0,1 k 20 equivalents d'adjuvant pour 1 equivalent de lipopolyamine, et, 
plus prfeferentiellement, de 1 k 5. 

20. Composition selon Tune quelconque des revendications 7 a 19 caracterisee en ce 
15 qu'elle comprend un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation 

injectable. 

21. Composition selon Tune quelconque des revendications 7 a 19 caracterisee en ce 
qu'elle comprend un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour tine application sur 
la peau et/ou les muqueuses. 



20 22. Utilisation dune lipopolyamine selon Tune des revendications de 1 a 6 pour la 
transfection in vivo ou in vitro de cellules. 
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